Syyskuu 2017

QIAsymphony® RGQ

-sovelluslomake

artus® EBV QS-RGQ -sarja (naytetyyppi: plasmal)

4501363FI artus EBV QS-RGQ -saria, versio 1.

Tarkista ennen kokeen suorittamista uusien elektronisten etikettiversioiden
saatavuus osoitteesta www.giagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.
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Yleista

Sarja

Validoitu néytemateriaali

Alkuvaiheen puhdistus

Naytetilavuus (ml. liikamé&ard)

Analyysin parametriasetus

Analyysin kontrollin oletusasetus
Eluaattitilavuus

Tarvittava ohjelmistoversio
Master-seoksen tilavuus
Mallitilavuus

Reaktioiden madra

Ajoaika AS-moduulissa

artus EBV QS-RGQ -sarja, versio 1
(tuotenro 4501363)

lhmisen EDTA-plasma

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi -sarja

(tuotenumero 937055)
1200 pl

artus_EBV_plasma1000_V5
MA_artus_EBV_plasma1000_V5*

Cellfree1000_V7_DSP_artus_EBY
60 pl

Versio 4.0 tai uudempi

30yl

20 pl

6-24

6 reaktiota: noin 9 minuuttia
72 reaktiota: noin 35 minuuttia

* Protokolla usean analyysin ajoon artus CMV QS-RGQ -sarjalla, jotta CMV RG IC voidaan ladata

puhdistusprosessia ja analysointiasetuksia varten.

Tarvittavat materiaalit, jotka eivét kuulu toimitukseen

Puhdistussarja

® QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi -sarja (tuotenumero 937055)

Sovittimet QIAsymphony SP -laitteeseen

e Elution Microtube Rack QS (eluutiomikroputkiteline QS) (Cooling Adapter EMT, v2, Qsym,
tuotenro 9020730)

e Siirtokehys

e Tube Insert 3B (putkituki 3B) (Insert, 2.0 ml v2, néytealusta (24), Qsym, tuotenumero 9242083)
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Tarvikkeet QIAsymphony SP -laitteeseen

Sample Prep Cartridges, 8-well (ndytteen valmistelukasetit, 8-kuoppainen)
(tuotenumero 997002)

8-Rod Covers (8-sauvaiset kannef) (tuotenumero 997004)
Filter-Tips, 1500 pl (suodatinkariet) (tuotenumero 997024)
Filter-Tips, 200 pl (suodatinkérijet) (tuotenumero 990332)

Elution Microtubes CL (Cl-eluutiomikroputket) (tuotenro. 19588)
Tip disposal bags (karkien havityspussit) (tuotenumero 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (mikroputket, tyyppi H) ja Micro tubes 2.0 ml Type | (mikroputket,
tyyppi |) (Sarstedt®, tuotenumerot 72.693 ja 72.694, www.sarstedt.com) kaytdon naytteille

ja sisdisille kontrolleille

Sovittimet ja reagenssipidikkeet QIAsymphony AS Haitteelle

Reagent holder T QS (reagenssipidike 1 QS) (Cooling Adapter -jaéhdytyssovitin, Reagent
Holder 1 -reagenssipidike, Qsym, tuotenumero 9018090)

RG Strip Tubes 72 QS (RGHiuskaputket 72 QS) (Cooling Adapter -jaahdytyssovitin,
RG Strip Tubes -liuskaputket 72, Qsym, tuotenumero 9018092)

Tarvikkeet QIAsymphony AS -laitteeseen

Strip Tubes ja Caps, 0.1 ml (liuskaputket ja korkit) (tuotenumero 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (putket, kartiomaiset) (tuotenro 997102) tai Micro tubes
2.0 ml Type | (mikroputket, tyyppi I)
(Sarstedt, tuotenro 72.694.005)

Mahdollisesti: Tubes, conical, 5 ml, Qsym AS (putket, kartiomaiset) (tuotenro 997104)
tai Tubes with flat base from PP (putket, joissa on tasainen PP-pohja)
(Sarstedt, tuotenro 60.558.001)

Filter-Tips, 1500 pl (suodatinkariet) (tuotenumero 997024)
Filter-Tips, 200 pl (suodatinkérjet) (tuotenumero 990332)
Filter-Tips, 50 pl (suodatinkdriet) (tuotenumero 997120)

Tip disposal bags (karkien havityspussit) (tuotenumero 9013395)
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Naytteen kasittely ja sGilytys

Néytteenotto Verindyte
5-10 ml EDTA-verta

8 x sekoitus — ei ravistamistal
Heparinisoituja ihmisndytteitd ei saa kayttad.
Naytevarasto Erottelu: 20 minuutin sentrifugointi, 800-1600 x g
24 tunnin sisdlla keraamisestd
Siirra eroteltu plasma steriiliin polypropeeniputkeen
Analyysin herkkyys voi heikentyd, jos néytteet pakastetaan
tai jos niita sdilytetadn pitkica aikoja.
Naytteen kuljetus Sarkymatdn kuljetus
Kuljetus 24 tunnin kuluessa

Postikuljetus patogeenisten materiaalien kuljetusta koskevan
lainsaddanndn mukaisesti*

Verindytteet on kuljetettava viiledssa (2-8 °C)
Hairitsevat aineet Hepariini (210 IU/ml) vaikuttaa PCR:a8n. Naytteitd,
jotka keratadn hepariinia antikoagulanttina siséltéviin,
tai ndytteitd, jotka on otettu heparinisoiduilta potilailta,
ei saa kayttaa.
Naytteen valmistelu Vélta vaahdon muodostumista néytteisiin tai niiden pinnalle
Naytteet on tasapainotettava huoneenlémpdsn

(15-25 °C) ennen ajon aloittamista.

* International Air Transport Association (IATA) (Kansainvélinen ilmakuljetusliitto). Vaarallisia aineita koskevat
mé&dardykset.

Toimenpide

Kantaja-RNA:n valmistelu ja sisdisen kontrollin lisédminen naytteisiin

QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi -sarjan kaytdminen yhdessa arfus EBV QS-RGQ -sarjan
kanssa edellyttaa sisdisen kontrollin (EBY RG IC) lisddmista puhdistusprosessiin  ndytteen

valmistelun ja sen jdlkeisen analyysin tehon valvontaa varten.

Varmista usean analyysin ajossa, jossa sekd EBV ja CMV analysoidaan samalla PCR:llg, etta
arfus CMV QSRGQ -sarjan CMV RG IC:t& kaytetaan puhdistusprosessissa. Kaytd saman erdn
CMV RG IC:ta sekd naytteen valmisteluun ettd PCR-kontrolleiden analyysiasetukseen. Ala kayta

CMV RG IC:4, jossa on eri erdnumero.
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Sisdiset kontrollit on lisattava kantaja-RNA (CARRIER) — puskuri AVE (AVE) -seoksena ja sisdisen
kontrolli-kantaja-RNA (CARRIER) — puskuri-AVE (AVE) -seoksen kokonaistilavuus pysyy 120 pl:ssa.

Taulukossa  esitetdan  sisdisen  kontrollin - lisaaminen isolaattiin - suhteessa 0,1 pl per 1 pl
eluutiotilavuutta. Suosittelemme valmistamaan vuden seoksen jokaiseen analyysiajoon juuri ennen
kayttda. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttad IC Caleulator (ICaskin) tydkalua QIAsymphony

Management Consolessa.

Tilavuus (pl) Tilavuus (pl)
Osa (Sarstedt-putket) * (Corning-putket)t
Kantaja-RNA:n aine 5 5
(CARRIER)
Sisainen kontrolli* 9 9
Puskuri-AVE 106 106
Naytteen lopullinen tilavuus
(kuollut tilavuus poislukien) 120 Y
Kokonaistilavuus n néytteelle (n x 120) + 3608 (n x 120) + 6001

*

Micro tubes 2.0 ml Type H -mikroputket ja Micro tubes 2.0 ml Type | -mikroputket, Sarstedt, tuotenumerot
72.693 ja 72.694.
Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (putket 14 ml, 17 x 100 mm polystyreeni,

—+

pydredpohijainen) (Corning® Inc., tuotenumero 352051; Becton Dickinson oli putkien aiempi toimittaja,
mutta Corning, Inc. on nykyddn ndiden putkien uusi toimittaja).

+

Sisgisen kontrollin maérén laskelma perustuu alkueluutiotilavuuksiin (90 pl). Lisatyhjistilavuus on kaytetyn
nayteputken tyypin mukainen.

w

Tarvitaan kolmea liséndytettd vastaava siséisen kontrollin seos (ts. 360 pl). Ald ylité 1,92 ml:n kokonaistilavuutia
(vastaa enintdén 13 naytettd. Néma tilavuudet koskevat erityisesti tuotteita Micro tubes 2.0 ml Type H -mikroputket
ja Micro tubes 2.0 ml Type | -mikroputket, Sarstedt, tuotenumerot 72.693 ja 72.694).

Tarvitaan viittd liséndytettd vastaava siséisen kontrollin seos (ts. 600 pl). Alé ylitd 13,92 ml:n

-

kokonaistilavuutta (vastaa enintgén 111 naytettd. Nama tilavuudet koskevat erityisesti tuotteita Tubes 14 ml,
17 x 100 mm polystyrene round-bottom (putket 14 ml, 17 x 100 mm polystyreeni, pydredpohijainen),
Corning Inc., tuotenumero 352051; Becton Dickinson oli putkien aiempi toimittaja, mutta Corning, Inc. on
nyky&adn néiden putkien uusi toimittajal).
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QIAsymphony SP:n asetus

"Waste" (Jate) -lokero

Yksikkslaatikon pidike 1-4
Jatepussin pidike
Nestejatepullon pidike

Tyhjat yksikkdlaatikot
Jatepussi

Tyhjenna nestejdtepullo ja aseta takaisin
paikalleen

"Eluate" (Eluaatti) lokero

Eluutioteline

Eluutiotilavuus*

Eluutiomikroputket CL Eluutiomikroputkiteline
QS:ssd ja siirtokehys

Kaytd vurretta 1, jaéhdytysasento

Esivalittu eluutiotilavuus: 60 pl

Eluution alkutilavuus: 90 pl

* Eluutiotilavuus on esivalittuna protokollalle. Témé on kaytettavisséa oleva vahimmaiseluaattitilavuus

lopullisessa eluutioputkessa. Eluutioliuoksen alkutilavuus tarvitaan, jotta voidaan varmistaa, ettd eluaatin

todellinen tilavuus on sama kuin esivalittu tilavuus.

"Reagents and Consumables" (Reagenssit ja tarvikkeet) -lokero

RC-asennot 1 ja 2

Karkitelineen pidikkeen asennot 1-18

Yksikkslaatikon pidike, asennot 1-4

Lataa 1 reagenssikasetti (RC) enintddn
48 naytteelld tai 2 uutta reagenssikasettia
(RC) enintddn 96 naytteelld.

Lataa riittéva maara telineitd kertakayttsisilla
suodatinkariilla, 200 pl ja 1 500 pl (katso
“Tarvittavat muovivélineet 1-4 néyte-erad
varten”, sivu 7)

Lataa yksikkélaatikot, joissa on
naytteenvalmistelukasetit jo 8-sauvaiset kannet
(katso “Tarvittavat muovivdlineet 1-4 néyte-
erdd varten”, sivu 7)
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“Sample” (Nayte) -lokero

Naytetyyppi lhmisen EDTA-plasma
Naytetilavuus (ml. liikamé&ard) 1200 pl
Nayteputket Micro tubes 2.0 ml Type H -mikroputket tai

Micro tubes 2.0 ml Type | -mikroputket
(Sarstedt, tuotenumerot 72.693 ja 72.694)

Tuki Tube Insert 3B (putkituki)
(luettelonro. 9242083)

Tarvittavat muovivdlineet 1-4 néyte-erda varten

Yksi erd, Kaksi erad, Kolme erdd, Neljd erdd,
Osa 24 ndaytetta* 48 ndytetta* 72 naytetta* 96 ndytetté*
Kertakayttoiset 28 52 76 100
suodatinkarijet,
200 pl**
Kertakaytoiset 113 206 309 402
suodatinkarijet,
1500 plt*
Kasetit naytteen 21 42 54 72
valmisteluun?
8-sauvaiset kannet! 3 6 9 12

*

Useamman kuin yhden sisdisen kontrollin putken kdyttamiseen erdd kohden ja useamman kuin yhden
inventointiskannauksen fekemiseen tarvitaan useampia kertakayttdisia suodatinkérkid.

Suodatinkdrkid on 32/karkiteline.

Tarvittavien suodatinkdrkien maara késittaa suodatinkarijet yhteen skannaukseen reagenssikasettia kohden.
Naytteen valmistelukasetteja on 28 yksikkdlaatikkoa kohden.

9 8-sauvaisia kansia on 12 yksikkélaatikkoa kohden.

@ =+
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QIAsymphony SP:n asetus
Tarvikkeet

Asetuksen aikana sopivat sijainnit kullekin tarvikkeelle QIAsymphony AS -moduulissa osoitetaan

laitteen kosketusnaytdlla.

Kéyttoon sovittimen/

Tarvike Nimi kosketusnaytélla reagenssipidikkeen kanssa
Liuskaputket ja korkit, QIA#981103 .

0,1 ml (250) *SiripTubes 0.1 RGiuskaputket 72 QS
Putket, kartiomaiset, 2 ml QIA#997102 Reagenssipidike 1 QS
Qsym AS (500)t* *T2.0 ScrewSkirt®

Putket, kartiomaiset, 5 ml QIA#997104 Reagenssipidike T QS
Qsym AS (5001 *T5.0 ScrewSkirt®

* Tarkoittaa, ettd laboratoriovélineet voidaan jadhdyttad erékoodilla varustetulla jaahdytyssovittimella.

T Paasekoituskomponenteille, jarjestelmélla valmistelluille paésekoituksille, analysointistandardeille ja
analysointikontrolleille.

! Vaihtoehtoisesti voidaan kéyttaa Sarstedt-putkia, jotka on kuvattu kohdassa “Tarvittavat materiaalit, jotka
eivat kuulu toimitukseen” sivulla 2.

§ Loppuliite (m) kosketusndytdssd tarkoittaa sitd, etté putken nestetasolaskelmat on optimoitu reagensseille,
jotka muodostavat koveran meniskuksen.

Sovittimet ja reagenssipidikkeet

Teline/reagenssipidike Nimi Vaadittu médré!
Reagenssipidikkeet Reagenssipidike 1T QS 1
Naytetelineet RG-liuskaputket 72 QS 1

1 Laskettu analyysiajolle, jossa on 72 reaktiota.
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Suodatinkarijet

Lataa karkitelineet aloittaen karkiurista 1, 2 ja 3 "Eluate and Reagent" (Eluaatti ja reagenssit) -

lokerosta ja lataa sitten karkitelineet karkiuriin 7, 8 ja @ "Assays" (Analyysit) -lokerossa.

Nimi Vahimmaismadra  Vahimmdismadra
Tarvike kosketusnéytolla 24 reaktiolle 72 reaktiolle
Filter-Tips, 1500 pl 1500 !
(suodatinkdriet) (1024) 4 5
Filter-Tips, 200 pl 200 pl
(suodatinkarjet) (1024) 9 8
Filter-Tips, 50 pl 50 pl
(suodatinkarjet) (1024) 25 73
Karkien havityspussit - 1 1
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PCR Rotor-Gene Q *-laitteessa

Katso ohjelmistokohtaiset protokollatiedot protokollalomakkeesta Seffings to run artus QSRGQ Kits

(asetukset artus QSRGQ -sarjojen ajoon) osoitteessa www.giagen.com/products/artusebvperkitce.aspx
Erityisasetukset artus EBY QS-RGQ -sarjalle

Erityisasetukset Rotor-Gene® -ohjelmistoversiolle 2.1 tai uudemmalle ovat alla.

Reaktiotilavuus (pl) 50
Pito Pitolampatila: 95 astetta

Pitoaika: 10 minuuttia

Jakso 45 kertaa
95 asteessa 15 sekunnin ajan

65 asteessa 30 sekunnin ajan (ota Vihredn ja
Keltaisen aikana ja aktivoi kosketustoiminto
10 jakson ajaksi)

72 asteessa 20 sekunnin ajan

Automaattisen poiminnan optimointiasetukset 65 astetta (ndytteet: Vihred; IC; Keltainen)

Usean analyysin ajo

Fluoresenssikanavien havainnointialue on maadritettdvé PCR-putkien fluoresenssin voimakkuuden
mukaan. Valitse Gain Optimisation (Poiminnan optimointi) New Run Wizard (Uuden ajon ohjattu
toiminto) -valintaikkunassa, ja Auto-Gain Optimisation Setup (Automaattisen poiminnan
optimointiasetukset) -valintaikkuna avautuu (katso vaihe 6 ja kuva 7 protokollalomakkeessa
Settings to run artus QS-RGQ Kits).

Aseta yhtd analyysiajoa varten kalibrointilampdtila 65 asteeseen, jofta se tasmad
vahvistusohjelman  lampokasittelylémpétilaan.  Saadé  fluoresenssikanavan  voimakkuuksia

manuaalisesti usean analyysin ajossa, jossa seké EBV ettd CMV analysoidaan samassa PCR:ssé.

* Mahdollisuuksien mukaan Rotor-Gene Q 5plex HRM -laite, joka on valmistettu tammikuussa 2010 tai
mydhemmin. Valmistuspdivé on néhtévissé laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta. Sarjanumero
on muodossa “kkvvnnn”, jossa "kk” on valmistuskuukausi, “vv" on valmistusvuoden kaksi viimeisté

numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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1. Muokkaa fluoresenssikanavia valitsemalla Edit (Muokkaa) (kuva 1).

Auto-Gain Optimisation Setup ] il

— Dptimization :
) Auto-Gain Optimization will read the Auoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it findz one at which the fluorescence levels are

) acceptable, The range of fluorescence pou are looking for depends on the

chemiztry you are performing.

Set temperature bo |B5 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[™ Perform Optimization Before 1t Acquisition
[ Perform Optimization &t 65 Degrees 4t Beginning Of Flun

— Channel Settings :
Mame | Tube Position | tin Beading | kM ax Reading | tin Gain | Fdax Gain

Green 1 5F1 10F1 10 10
Yellow 1 5F1 10FI -0 10

Bemove

Femaove Al |

1| |+

Start | kanual... | Cloze | Help |

Kuva 1. Fluoresenssikanavan voimakkuuden sddtéminen manuadlisesti. Saadé  jokaisen

fluoresenssikanavan voimakkuutta eri putken asennoissa eri analyyseille (CMV ja EBV).

2. Aseta putken asento ensimmdiseen arfus-analyysiin (esim. EBV). Aseta putken asento kaikille

fluoresenssikanaville ja valitse sitten OK (kuva 2).

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings
Channel : Green Tube Positian : I|1 3: : 1
Target Sample Range : |5 jl Fl up to |1 0 ﬂ Fl.

#cceptable Gain Range: |10 ill to I'IEI j

Cancel | Help |

Kuva 2. Putken asennon asettaminen.
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3. Aloita poiminnan optimointi ensimmdaiselle arfus-analyysille valitsemalla Start (Aloita) (kuva 3).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
= Auto-Gain Optimization will read the Auoresence on the inserted sample at

L _lita different gain levels until it finds ore at which the Auorescence levels are

acceptable, The range of fluorescence pou are looking for depends on the
chemiztry you are performing.

Set temperature bo I55 j deqrees,

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[™ Perform Optimization Before 1t Acquisition
[ Perform Optimization &t 65 Degrees 4t Beginning Of Flun

— Channel Settings :

Mame | Tube Position | tin Beading | kM ax Reading | tin Gain | Fdax Gain |i’m""Edll...

Green 1 BF1 10F1 -0 1a

elow 1 BF1 10F1 an 10 Remove |
Femaove Al |

1| |+

1 kanual... | Cloze | Help |

Kuva 3. Poiminnan optimoinnin aloittaminen.

4. Uusi Running Auto-Gain Optimisation (Automaattisen poiminnan optimoinnin ajaminen) -ikkuna
avautuu. Odota, kunnes Completed (Suoritettu) ndkyy tdssé ikkunassa (kuva 4). Kirjaa valitut
poiminta-arvot molemmille kanaville ja valitse sitten Close (Sulie) (kuva 4).

Running Auto-Gain DOptimisation

Messages

Fieading at Gain 5,33 ... 40.05F1 [T oo high) ;l 100

Reading at Gain 267 ... 13.87F1 [Too high)
" ) g 6F1 [In range)

Gain 1,33 was zelected. a0

Faor charnnel Yellow :

Looking for readings between 5F| and 10F &0
2 Ontube 1 :

Fieading at Gain 0 ... 4.83F] [Too low) 40

Reading at Gain 5,33 ... 40.1FI [T oo high)

Reading at Gain 267 ... 13.78F1 [Too high)

i el | (|1 range] o0

14 02:15 0216 0217 0218 0z

1 Completed. LI ﬂ Jﬂ

I Set: BB deg  Actual: B5,0 decChan : Yellow Gain: 1

Kuva 4. Poiminnan optimointi on suoritettu. Kirjaa poiminta-arvot (téssd  tapauksessa

1,33 molemmille fluoresenssikanaville).

5. Toista vaiheet 1-4 putken asennolle toisesta artus-analyysia varten (esim. CMV).
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6. Muokkaa poiminta-arvoja manuadlisesti valitsemalla Edit Gain (Muokkaa poimintaa) (kuva 5).

New Run Wizard x|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
ot an item, hover
wour mouse aver the

item for help. T'ou
can alzo click on a
combo box ta display

help about its

available settings.
Edit Profile ... |

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Cieate New |
Green 470nm  510nm
Yellow  B30nm  B5Snm 533

Orange  585%wm  B10nm 1] Edit Gain... | 1
Red E25nm  BEOnm 10
Crimzon 680nm  F10hp 7

Feset Defaults |

Gain Optimisation... |

Skipwizard | «<cBack | News |

Kuva 5. Poiminta-arvojen muokkaaminen manuaadlisesti.

7. Valitse matalin poiminta-arvo vaiheen 4 vihredlle jaksolle ja anna tdmé arvo manuaalisesti
Gain for Green (Poiminta vihredlle) -ikkunassa (kuva 6). Valitse matalin poiminta-arvo vaiheen
4 keltaiselle jaksolle jo anna t&mé& arvo manuaalisesti Gain for Yellow (Poiminta keltaiselle)

-ikkunassa (kuva 6).

x

-10 0 10

15 o< —2
Cancel |

Kuva 6. Matalinten poiminta-arvojen antaminen manuaalisesti.
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8. Kanavan kalibroinnilla madritetyt (tai manuaalisesti osoitetut) poiminta-arvot tallennetaan

automaattisesti, ja ne luetellaan ohjelmointitoimenpiteen viimeisessa valikkoikkunassa (kuva 7).

Valitse Start Run (Aloita ajo).

New Run Wizard

Summary :
Setting | Value [
Green Gain 4
Yellow Gain g
Rotor 72-Well Rotor
Sample Layout 1.23..
Reaction VVolume (in microliters] 50

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
begin the n. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Save Template

Kuva 7. Ajon aloittaminen.

Tulosten tulkinta

Téma osio kuvaa tulosten tulkitsemista Rotor-Gene Q:ssa. Katso myds ndytteen filatiedot

QlAsymphony SP/AS -ulostiedostoista analysoidessasi koko tydnkulkua néytteestd tulokseen.

Kaytd vain naytteitq, |

oiden tila on kelvollinen.

artus EBY QSRGQ -sarjan voi ajaa Rotor-Gene Q:lla kayttden manuadalista analyysia Rotor-Gene

Q -ohjelmistoversiossa 2.1 tai uudemmassa. Seuraavat osiot kuvaavat tulosten tulkintaa kayttden

Rotor-Gene Q -ohjelmiston versiota 2.1 tai uudempaa.
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Signaalin havaitseminen ja padtelmét — plasma

Signaali kanavassa  Signaali kanavassa Kvantitatiivinen
Vihred jakso Keltainen jakso tulos (kopioita/ml)  Tulkinta

Kylla Kylla <157 Kelvollinen tulos: EBY DNA havaittu,
<157 kopiota/ml.

Laskenta ei ole mahdollinen,

silla kvantitatiivinen tulos on
havaitsemisrajan alapuolella.
Positiivisen tuloksen toistettavuutta
ei voi taata.

Kylla Kylla >157 ja <631 Kelvollinen tulos: EBV DNA havaitty,
<631 kopiota/ml.

Laskenta ei ole mahdollinen, silla
kvantitatiivinen tulos on analyysin
lineaarisen alueen alapuolella.

Kylla Kylla/Ei** 2631 ja Kelvollinen tulos: EBV DNA havaittu
<1 x 107 lasketulla pitoisuudella.

Kvantitatiivinen tulos on analyysin
lineaarisen alueen sisalla.

Kylla Kylla/Ei** >1 x 107 Kelvollinen tulos: EBV DNA havaittu,
>1 x 107 kopiota/ml.

Laskenta ei ole mahdollinen, sillé
kvantitatiivinen tulos on analyysin
lineaarisen alueen ylapuolella. *

Ei Kylla - Kelvollinen tulos: EBV DNA:ta ei ole
havaittavissa.t

Ei Ei = Virheellinen tulos: Tulosta ei voi
padtella.*

* Jos kvantitointi halutaan, néyte voidaan laimentaa EBV-vapaalla plasmalla ja késitelld uudelleen. Kerro
toistetun néytteen kvantitatiivinen tulos laimennuskertoimella.

T Jos negatiivisen ndytteen sisdisen kontrollin Cr-arvo on 3 jaksoa korkeampi kuin eitemplaattikontrollin sisgisen
kontrollin Crarvo ajossa (Cr ic sample — C1 icNe >3), ndytettd on pidettava virheellisend. Tulosta ei voi padtella.

¥ Tiedot virheellisistd Ghteistd ja niiden ratkaisut ovat artus EBY QS-RGQ -sarjan kdytéoppaan
vianetsintdoppaassa.

** Tassa tapauksessa keltaisen jakson kanavassa havaittu signaali on tarpeeton, sillé korkeat EBY DNA
(positiivinen signaali vihredn jakson kanavassa) -alkupitoisuudet voivat johtaa heikentyneeseen fai
puuttuvaan sisdisen kontrollin fluoresenssisignaaliin keltaisen jakson kanavassa (kilpailu).

Kynnysasetus PCR-analyysille

Optimaaliset kynnysasetukset Rotor-Gene Q -instrumentin ja arfus QSRGQ -sarjan yhdistelmélle

on asetettava empiirisesti testaamalla kutakin yksittaista yhdistelmag, silla se on suhteellinen arvo,
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joka on diagnostisen kokonaistyénkulun mukainen. Kynnys voidaan asettaa alkuarvoon 0,04
ensimmdisen PCR-ajon analyysille, mutta tatd arvoa on saddettéva seuraavien tydnkulun ajojen
vertailevassa analyysissa. Kynnys on asetettava manuaalisesti juuri negatiivisten kontrollien ja
negatiivisten ndytteiden taustasignaalin  ylapuolelle. Naista kokeiluista laskettu  kynnyksen
keskiarvo sopii todenndkdisesti suurimpaan osaan tulevista ajoista, mutta kdyttdjan on siitd
huolimatta tarkistettava tuotettu kynnysarvo séannéllisesti. Kynnysarvo on yleensa valilla 0,03-

0,05 ja se on pydristettavd enintadn kolmen desimaalin tarkkuudella.
Kvantitointi

arfus EBV QSRGQ -sarjan kvantitointistandardeja  (EBV QS 1-4) kasitelldgn aiemmin
puhdistettuina naytteing ja niihin kaytetdan samaa tilavuutta (20 pl). Jotta vakiokdyran voi tuottaa
Rotor-Gene Q -instrumenteilla, kaikki 4 kvantitointistandardia on kaytettava ja maariteltava
Rotor-Gene Q -instrumentin Edit Samples (Muokkaa néytteitd) -valintaruudussa standardeina, joille

on madritelty pitoisuudet (katso laitteen kayttdopas).

Huomautus: Kvantitointistandardit madritelldan kopioina/pl eluutiossa. Seuraavaa yhtéléa on

kaytettava, kun standardikayrad kayttden madritellyt arvot muutetaan ndytemateriaalin kopioiksi/ml.

Tulos eluaatissa (kopiota/pl) x eluution alkutilavuus

Tulos
naytemateriaalissa = (90 pl)*
(kopiota/ml) Naytetilavuus (ml)

Periaatteen vuoksi naytteen alkutilavuus on annettava ylla olevaan yhtélédn. Témé on ofettava
huomioon, kun naytetilavuutta on muutettu ennen nukleiinihapon uuttamista (esim. filavuuden
pienentdminen sentrifugoimalla tai tfilavuuden lisdéaminen liséamalla eristémiseen tarvittavaa

tilavuutta).

Varmista usean analyysin ajossa, jossa sekd CMV eftd EBV analysoitiin samassa PCR:ssd, ettd

CMV- ja EBV-néytteet analysoidaan erikseen niitd vastaavilla kvantitointistandardeilla.

* Laskelma perustuu eluution alkutilavuuksiin (90 pl).
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Muuntokerroin

1 kopio/ml vastaa 0,142 IU:ta/ml EBV DNA:n tunnistamiseen ihmisen EDTA-plasmasta
Rotor Gene Q:lla. Tam& muuntokerroin on kaytdssa, kun tdssa sovelluslomakkeessa kuvattua
vahvistettua tydnkulkua noudatetaan. Muuntokerroin on arvio, joka perustuu keskimdéraiseen

kertoimeen analyysin dynaamisella alueella.

Esimerkkeja positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista

” Qs4
QS3
Qs2
Qs1

ﬁ s 10 1% 0 Pt x ] 6 w0 "
Kvantitointistandardien tunnistus (EBV QS 1-4) fluoresenssikanavassa, vihrea jakso NTC:
Ei templaattikontrollia (negatiivinen kontrolli).

QS 1-QS4+NTC

008
=

o

# 5 ; 8 ow® :

Sisdisen kontrollin (IC) tunnistus keltaisen jakson fluoresenssikanavassa samanaikaisella
kvantitointistandardien vahvistuksella (EBV QS 1-4). NTC: Ei templaattikontrollia (negatiivinen
kontrolli).

5 » » © s
o
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Asiakirjan muutoshistoria

Syyskuu 2017 Lisatty tietoja muuntokertoimesta (kopioita [U:hin/ml). Poistettu
alaviite, jossa ilmoitetaan, eftd enintédn 216 analyysia voidaan
aseftaa yhdessé AS-ajossa. Muutettu vaadittuja materiaaleja siten,
eftd vain materiaalit, joita vaaditaan enintddn 72 reaktion
integroituun ajoasetukseen QS-SP/AS:lla, on sisdllytetty. Lisatty
yksityiskohtaisempia tietoja materiaalien kaytosta usean analyysin
ajoon EBV:llg (CMV IC:n kayttd). Lisatty tietoja QlAsymphony
Management Console -ohjelmiston kaytdsta carrierRNA:lle ja
IC-valmisteluun Toimenpide-osiossa. Laboratoriovélineiden valmistaja
muutettu BD:std Corning labwareen. Selvennetty RGQ:n
ajoasetuksia (kosketustoiminnon kéyttdminen, poiminnat). Lisétty
tietoja tulosten tulkitsemisesta niin, ettd mukana ovat positiivisen
patogeenin ja negatiivisen IC:n tapaukset. Poistettu Rotor-Gene
AssayManagerin kéyttdd koskevia ohjeita. Muutettu kvantitatiiviset
tulosrajat tasmadmadn pdivitettyjen lineaaristen aluearvojen.
Selvennetty eluaatin ja ndytepitoisuuden eroa
kvantitointilaskennassa. Mukautettu etuosan puhdistusluettelointia.
Paivitetty QlAsymphony-protokollaversiot: Analyysiparametrisarjan
versionumero nostettu V4:sta V5:een ja Oletusanalyysikontrollisarjan
versionumero nostettu Vé:sta V7:aan.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja  tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat  saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kéasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja
kayttdoppaat dytyvat osoitteesta www.giagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGENin teknisesta
huollosta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony®, arfus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BD™ (Becton, Dickinson and Company); Corning® (Corning Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Téssé asiakirjassa mainittuja rekistersityjé nimid, tavaramerkkejd jne. on pidettava lain suojaamina, vaikkei niita olisi erityisesti sellaisiksi
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